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0 Procede de preparation de systemes colloidaux dispersibles d'une substance, sous forme du 
nanoparticules. 



© Le procede est caracterise selon I'invention en 
ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute 
essentiellement par une solution de la substance 
dans un solvant ou dans un melange de solvants, et 
pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs sur- 
*"factifs, 

^ (2) on prepare une seconde phase liquide 
(©constitute essentiellement par un non-solvant ou un 
O melange de non-solvants de la substance et pouvant 
^etre additionnee d'un ou de plusieurs surfactifs, le 
Ifl non-solvant ou la melange de non-solvants de la 
£j substance etant miscible en toutes proportions au 
^solvant ou melange de solvants de la substance, 
O (3) on ajoute. sous agitation moderee. Tune 
j^des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) a 
UJl'autre, de maniere a obtenir une suspension col- 
lo'idale de nanoparticules de la substance, et (4) si 
Ton desire, on elimine tout ou partie du solvant ou 



du melange de solvants de la substance et du non- 
solvant ou du melange de non-solvants de la sub- 
stance, de maniere a obtanie une suspension col- 
lo'fciale de concentration voulue en nanoparticules ou 
a obtenir une poudre de nanoparticules. 

Applications : chimie, biochimie, pharmacie, 
medecine. 
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Precede de preparation de systemes colioi'daux dispersibles d'une substance, sous forme de 
nanoparticules 



La presente invention a pour objet un nouveau 
precede de preparation de systemes collo'idaux 
dispersibles d'une substance sous forme js parti- 
cules spheriques de type matriciel et de taiile 
inferieure a 500 nm (nanoparticules). 

Des particules submicroscopiques d'un 
diametre inferieur a 500 nm sont deja connues 
notamment d'apres ies brevets BE-A-808 034, BE- 
A-839 748, BE-A-869 107 et FR-A-2 504 408. Se- 
lon BE-A-808 Q34 et -839 748, Ies particules sub- 
microscopiques sont formees par polymerisation 
micellaire d'un monomere tel qu'un derive de I'aci- 
de acrylique. De meme, BE-A-869 107 et FR-A-2 
504 408 decrivent la preparation de nanoparticules 
biodegradables obtenues par polymerisation d'un 
cyanoacrylate d'alkyle et contenant une substance 
biologiquement active. Les methodes font appel a 
une polymerisation en solution et sont done li- 
mitees a ('utilisation d'un nombre limite de po- 
lymeres pouvant etre obtenus notamment par vinyl- 
addition et ne peuvent convenir a des polymeres 
naturels ou hemisynthetiques. De plus it est diffi- 
cule de maftriser le poids moleculaire du polymere 
constitutif des nanoparticules et il est necessaire, 
notamment en vue d'usage biologique, d'eliminer 
les monomeres et oligopolymeres residuels, le cas 
echeant les reactifs de polymerisation (initiateur et 
catalyseur) en exces, ainsi que les surfactifs s'ils 
sont utilises a forte concentration ou ne sont pas 
biocompatibles. Or la purification 
(ultracentrifugation, dialyse) s'avere souvent lourde, 
car la filtration des nanoparticules, vu leur taille, 
n'est pas toujours possible. 

On a aussi decrit des methodes par 
emulsification-evaporation, faisant appel a des po- 
lymeres preformes et selon lesquelles une solution 
organique de polymere non miscible a I'eau est 
emulsifiee dans une phase continue aqueuse. puis 
le solvant est evapore afin de conduire a une 
suspension de polymere insoluble dans I'eau. Ce- 
pendant. si I'interet majeur de cette methode est 
d'etre utilisable pour de nombreux polymeres d'ori- 
gine synthetique ou hemisynthetique et de per- 
mettre ainsi I'obtention de nanoparticules a partir 
de polymeres bien definis, son inconvenient reside 
dans la difficulty de realiser des emulsions ultra- 
fines et homogenes pour I'obtention de nanoparti- 
cules inferieures a 500 nm qui seraient elles- 
memes de taille homogene. De plus, la necessite 
d'utilisation de surfactifs dans des proportions sou- 
vent importantes (20%) et qui devront etre 
elimines, et la mise en oeuvre d'appareillages so- 
phistiques et gourmands en energie (sonicateurs, 
homogeneiseurs,..) constituent des handicaps 



serieux a leurs applications industrielles. 

On a aussi propose I'obtention de nanoparti- 
cuies aans le cas. des protemes. notamment par 
aenaturation a chaud d'une emulsion eau dans 

5 I'huile d'une solution proteique. telle que i'albumi- 
ne, (Kramer. P. A : J. Pharm. Sci.. 63. 1646 (1974). 
ou par desolvatation d'une solution proteique. telle 
que la gelatine, par un sel mineral ou I'ethanol 
(Marty et coil., dans Austr. J. Pharm. Sci., 6. 65 

w (1978), ou dans Pharm. Acta Helv. 53, Nr. 1 (- 
(1978)), puis, dans les deux cas, par durcissement 
au moyen d'un aldehyde. La methode de Kramer a 
pour inconvenient principal de necessiter une 
emulsification prealable de la solution aqueuse de 

15 la matiere premiere macromoleculaire dans une 
phase continue huileuse. Cette emulsion devant 
etre tres fine, I'utilisation de surfactifs et d'appareil- 
lages ad-hoc (sonicateur, etc) est indispensable 
pour obtenir des nanoparticules de taille conve- 

20 nable. Quant a la methode de Marty, elle fait appel 
a des quantites importantes de sels mineraux qu'il 
faut eliminer, de meme que I'exces d'aldehyde et 
le sulfite ou le metabisulfite utilise pour neutraliser 
ce dernier. 

25 Toutes les methodes decrites ci-dessus ne 
sont applicables qu'a certaines categories de 
molecules et font intervenir des operations 
couteuses (ultracentrifugation, sonication, etc) ou 
difficilement controlables (polymerisation), tout en 

30 ne permettant pas d'obtenir une homogeneite satis- 
faisante de la taille des particules ou meme des 
particules suffisamment petites (inferieures a 500 
nm) pour assurer leur stabilite a long terme sous 
forme d'une suspension collo'fdale. 

35 L'invention propose un nouveau procsde de 
preparation de nanoparticules, ne presentant pas 
les desavantages precedents et utilisable aussi 
bien pour des substances polymeriques 
synthetiques et naturelles que pour diverses sub- 

jo stances organiques (medicaments. Iipides. etc) ou 
minerales (sels. pigments, etc), ainsi que leurs 
melanges. 

La presente invention a pour objet un procede 
de preparation de systemes colioi'daux dispersibles 

45 d'une substance, sous forme de particules 
spheriques de type matriciel et de taille inferieure a 
500 nm. (nanoparticules), caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute 
essentiellement par une solution de la substance 

50 dans un solvant ou dans un melange de solvants. 
et pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs 
surfactifs. 
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(2) on prepare une seconde phase liquide 
constitute essentiellement part un non-solvant ou 
un melange de non-solvants de la substance et 
pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs sur- 
faces, le non-solvant ou le melange de non-sol- 
vants de ta substance etant miscible en toutes 
proportions au solvant ou melange de solvants de 
la substance, 

(3) on ajoute sous agitation moderee. I'une 
des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) a 
I'autre, de maniere a obtenir une suspension col- 
lo'iciale de nanoparticules de la substance, et 

(4) si Ton desire, on elimme tout ou partie du 
solvant ou du melange de solvants de la substance 
et du non-solvant ou du melange de non-solvants 
de la substance, de maniere a obtenir une sus- 
pension colloitiale de concentration voulue en na- 
noparticules ou a obtenir une poudre de nanoparti- 
cules. 

Dans I'etape (3), les nanoparticules se torment 
pratiquement instantanement. La solution devient 
blanche, laiteuse et presents I'effet Tyndall ca- 
racteristique des suspensions collo'idales. Dans 
cette etape, on ajoute de preference la phase li- 
quide obtenue dans I'etape (1) a la phase liquide 
obtenue dans I'etape (2), notamment si celle-ci est 
aqueuse mais I'inverse est toutefois possible 
comme le montrent les exemples. 

La "substance" utilises selon le precede de 
I'invention peut etre pratiquement n'importe quelle 
substance suffisamment soluble dans un solvant 
donne\ 

La "substance" peut etre en particulier un po- 
lymere, aussi bien un polymere synthetique, par 
exemple I'acide poly (d,l) lactique (PLA), etc, un 
polymere hemisynthetique comme par exemple 
I'acetate butyrate de cellulose, I'ethylcellulose, le 
phtalate d'hydroxymethyl-propylcellulose 
(HPMCP), etc, qu'un polymere naturel, par exem- 
ple la gelatine, la gomme arabique, etc. De nom- 
breux autres polymeres peuvent etre utilises, par 
exemple : I'aceto-phtalate de p lyvmyle. I'aceto- 
phthalate de cellulose: des derives maleiques (par 
ex. "Gantrez"); les copolymeres d'acide acrylique 
et d'acrylates et les polymeres acryiiques (par ex. 
Eudragit®); I'acide polylactique d ou I, et (d,l); les 
copolymeres d'acide lactique et d'acide glycolique. 
polypeptides, glycolides (derives de propiolactone, 
butyrolactone, pivalolactone « -caprolactone, etc); 
les polymeres obtenus a partir d'esters cycliques 
des acides hydroxybutynque, hydroxyisobutyrique, 
hydroxymethylvalerique, phenyl-lactique. hydro- 
xyethylbutyrique; le poly beta malate de benzyle; 
les copolymeres de I'acide malique et du malate 
de benzyle; un copolymere polyvinylpyrrolidone- 
acetate de vinyle reticule, les polycyanoacrylar.es 
d'alkyle; les poly (ethylene-vinylacetate); les po- 
lymeres hydrosolubles (gelatine, gomme arabique, 



methylcellulose, etc); les oligomeres (styrene allyl 
alcool). etc. 

La "substance" peut etre un corps gras. par 
exemple un mono-, di-ou tri-glycende d'acide gras: 

5 une huiie hydrogenee comme par exempie I'huile 
de ricin hydrogenee. une huiie solide a 
temperature ambiante. comme par exemple I'huile 
de coprah: une are. comme par exempie la c:re 
d'abeille; un ester d'acide gras de de 

io polyethyleneglycol (PEG), comme par exemple ;e 
distearate de PEG 6000. etc. 

La "substance" peut aussi §tre une substance 
biologiquement active, notamment un principe actif 
medicamenteux ou un precurseur de principe actif 

15 medicamenteux. ou encore un produit de contraste 
ou un reactif biologique. Dans ce cas. il peut etre 
interessant de preparer des nanoparticules com- 
prenant a !a fois une substance biologiquement 
active et un polymere en tant que "substance", 

20 comme on le verra plus loin. 

La "substance" peut aussi etre un pigment, 
une encre, un lubrifiant, un agent de traitement de 
surface, etc. 

II est evident que le procede selon I'invention 

25 peut s'appliquer aussi bien pour une substance 
que pour plusieurs. 

A cet egard, selon une variante du procede, on 
peut fixer une seconde substance par adsorption a 
la surface de nanoparticules deja formees dans 

30 I'etape (03), par simple addition a la suspension 
collo'i'dale du polymere, eventuellement apres con- 
centration. Cette seconde substance peut etre en 
particulier une substance biologiquement active. 
Le "solvant" ou le melange de solvants utilise 

35 est un liquide capable de dissoudre la substance 
(par exemple le polymere etou la substance biolo- 
giquement active). Par ailleurs le solvant doit etre 
miscible avec le non-solvant de la substance utilise 
dans la preparation. Ainsi, dans la plupart des cas, 

40 le solvant sera organique de sorte que la phase 
liquide (1) constituera la phase organique tandis 
que la phase liquide (2) pourra constituer la phase 
aqueuse. mais il est possible d'utiliser soit deux 
phases organiques soit deux phases aqueuses 

45 dans la mesure ou les conditions de solubilite, 
d'insolubilite et de miscibilite sont remplies. D'un 
autre cote, le solvant devra etre suffisamment vola- 
til pour pouvoir eventuellement etre elimine. Par 
exemple, dans le cas ou la substance est un po- 

50 lymere (additionne ou non d'une substance biologi- 
quement active), le solvant peut §tre choisi parmi 
un alcool inferieur (methanol, ethanol, isopropanol, 
etc), une cetone inferieure (acetone, methyl-ethyl- 
cetone, etc), un hydrocarbure leger ou un melange 

55 d'hydrocarbures legers (hexane. ether de petrole, 
etc) un hydrocarbure leger chlore (chloroforme. 
chlorure de methylene, trichlorethylene, etc), ou 
d'autres solvants legers usuels tels que 
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I'acetonitnle, !e dioxanne, etc. 

Le "non-solvant", ou le melange de non-sol- 
vants de la substance est un liquide ne dissolvant 
pas la substance tout en etant miscible au solvant 
utilise. Ainsi. par exemple, lorsque la substance est 
un polymere tel que P.L.A., le solvant peut etre 
"acsrcne at le non-solvant peut etre I'ethanoi ou 
I'eau distillee; si la substance est par exemple un 
polymere acrylique tel que Eudragit L100® . le 
solvant peut etre une phase aqueuse alcaline et le 
non-solvant peut etre une phase aqueuse acide. II 
peut etre avantageux d'ajouter au solvant une faible 
proportion (inferieure a 20% en volume, par exem- 
ple environ 10% en vol.) de non-solvant. dans la 
phase liquide (1), ce qui permet d'obtenir des 
nanoparticules plus petites, notamment mferieures 
a 100 nm. 

II est souhaitable, pour obtenir une suspension 
plus stable, d'ajouter un ou plusieurs surfactifs (ou 
emulsifiants). Les surfactifs peuvent etre anioniques 
(par exemple laurylsulfate de sodium), cationiques 
(par exemple ammonium quaternaire) ou non ioni- 
ques (par exemple monoesters de sorbitanne po- 
lyoxyethylenes ou non, ethers d'alcools gras et de 
polyoxyethylene-glycols, polyoxyethylene-polypro- 
pylene glycol, etc). 

Toutefois, les nanoparticules peuvent etre obte- 
nues selon I'invention sans surfactifs, et cecix-ci ne 
sont d'ailleurs pas necessaires si dans I'etape (4) la 
totalite des solvents et des non-solvants est 
eliminee, par exemple par lyophilisation. On peut 
ainsi obtenir des nanoparticules lyophilisees dont la 
conservation est de longue duree. 

La proportion en surfactifs dans la suspension 
collo'idale obtenue dans I'etape (3) lorsqu'ils sont 
presents, peut aller notamment de 0,1% a 10% en 
poids, et de preference entre 0,2 et 2% en poids. 

Dans le cas ou la substance est un polymere, 
la concentration du polymere dans le solvant ou le 
melange de solvants peut etre comprise entre 0,1 
et 10%, de preference entre 0,2 et 2% en poids. 

Le rapport de volumes des solvants et des 
non-solvants doit etre tel qu'il puisse permettre la 
precipitation du polymere. Lorsque ce rapport aug- 
mente, la taille des nanoparticules diminue. 

L'agitation moderee de la preparation dans 
I'etape (3) est liee a la quantite de produits mise 
en oeuvre. Elle n'est pas necessaire pour de fai- 
bles quantites. 

L'influence de la temperature et de pH sont 
limitees dans le procede selon I'invention, de sorte 
qu'il n'est generalement pas necessaire d'operer 
dans des conditions particulieres. Toutefois, lors- 
qu'on utilise deux phases aqueuses (1) et (2), leurs 
pH respectifs devront etre differents, pour remplir 
respectivement les conditions de solvant et de non- 
solvant. 

Par ailleurs, la presence d'electrolyte (par 



exempie le chlorure de sodium) ne semble pas 
avoir d'influence sur I'obtention des nanoparticules. 
Ainsi apres formation des nanoparticules dans 
I'exemple 1, une concentration ae 25 mg.mi de 

5 chlorure de sodium n'entraTne pas de coalescence 
ou de precipitation des nanoparticules formees. 

Les particules obtenues selon i'invention sont 
autoclavaoies si les proprietes pnysiques ae la 
substance le permettent. 

10 Le procede d'obtention de nanoparticules selon 
I'invention apporte les avantages suivants par rap- 
port aux precedes connus: 

- obtention de nanoparticules inferieures a 500 nm 
et notamment d'environ 200 nm par une methode 

75 simple ne necessitant pas un grand apport 
d'energie; 

- dans le cas ou la substance comprend un po- 
lymere, les nanoparticules ne sont plus obtenues 
par polymerisation d'un monomere mais par 

20 "nanoprecipitation" d'un polymere bien defini; 

- utilisation de polymeres naturels aussi bien que 
synthetiques dont I'innocuite est reconnue et rap- 
plication dans le domaine de la sante est tres 
ancienne; 

25 - utilisation de polymeres qui. selon leur nature, 
peuvent etre biocompatibles; 

- possibility d'utilisation de polymeres qui peuvent 
se dissoudre a partir d'un certain pH dans I'orga- 
nisme, d'ou I'assurance d'une non-concentration 

so dans I'organisme de particules de polymeres; 

- possibility d'utilisation de polymeres qui, selon 
leur nature peuvent etre bioresorbables, les pro- 
duits de degradation etant d'une totale inocuite; 

- obtention de particules spheriques avec une fai- 
35 ble dispersion des tailles. 

Les exemples suivants illustrent I'invention. Les 
nanoparticules obtenues sont visibles au microsco- 
pe electronique a transmission (x 25000-150000) et 
se presentent, apres coloration negative avec I'aci- 
40 de phosphotungstique. sous la forme de particules 
non contrastees sensiblement rondes. 



Exemple 1_ : Preparation de nanoparticules de po- 
45 lymeres. 

On dissout d'une part, 125 mg d'acide poly 
(d.l) lactique (P.L.A.) dans 25 ml d'acetone et, 
d'autre part, 125 mg de polymere mixte d'oxyde 

so d'ethylene et de propylene-glycol (Pluronic F68 ® 
ou Poloxamer 188), agent de surface non ionique. 
dans 50 ml d'eau purifiee. 

On ajoute, sous agitation magnetique (100 
r.p.m.), la phase acetonique a la phase aqueuse. 

55 Le milieu devient immediatement opalescent par 
formation de nanoparticules du polymere (P.L.A.). 
La taille moyenne des nanoparticules. mesuree 
aussitot apres preparation dans un diffractometre a 
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rayon laser (Nanosizer© de la firme Coultronics), 
est de 200 nm avec un indice moyen de dispersion 
de 0.5. 

L'acetone est eliminee sous pression reduite 
(vide de la trompe a eau), puis la suspension est 
concentree dans ces memes conditions jusqu'au 
volume desire, par exemple : 10 ml. 

La suspension concentree de nanoparticules 
est filtree sur un verre fritte (pores 9-15 urn) ou sur 
une membrane filtrante (pores 5 urn), et la taille 
des nanoparticules, a nouveau mesuree dans le 
filtrat, demeure inchangee ainsi que I'indice de 
dispersion. L'examen en microscopie electronique 
a transmission montre I'aspect spherique regulier 
des nanoparticules d'acide (d,l) polylactique. 

Apres un repos prolonge (18 mois), I'aspect de 
la suspension de nanoparticules demeure inchange 
et on n'observe, en particulier, aucune 
sedimentation irreversible, ni variation de la taille 
des nanoparticules. 



Exemple 2 (variante de I'exemple 1 ) 

On precede comme dans I'exemple 1, mais en 
ajoutant la phase aqueuse a la phase acetonique. 
Les nanoparticules obtenues presentent les memes 
caracteristiques qu dans I'exemple 1. 



Exemple 3 (variante de I'exemple t) 

On procede comme dans I'exemple 1 , mais en 
ajoutant la phase acetonique a la phase aqueuse 
sans agitation du milieu. Les nanoparticules obte- 
nues ont une taille moyenne de 205 nm avec un 
indice moyen de dispersion de 1 . 

Exemple 4 (variante de I'exemple 1 ) 

On procede comme dans I'exemple 1, mais 
sans ajouter d'agent de surface a la phase aqueu- 
se. Les nanoparticules obtenues ont une taille 
moyenne de 207 nm. avec un indice moyen de 
dispersion de 1,3. 



Exemple 5: Preparation de nanoparticules conte- 
nant de I'indometacine (principe actif lipophile) 

a) On procede comme dans I'exemple 1 , mais 
on ajoute 5 mg d'indometacine dans la phase 
acetonique. Les nanoparticules obtenues ont une 
taille moyenne de 180 nm avec un indice moyen 
de dispersion de 1,5. Apres ultracentrifugation et 



dosage de I'indometacine dans la phase dispersan- 
te. la quantite de principe actif incorpore dans les 
nanoparticules represente 80% de la quantite ini- 
tiate. 



b) Essai pharmacologique : 

Administree par voie orale chez le rat a jeun (5 

ro mg kg d'indometacine) la suspension de nanoparti- 
cules conduit a une absorption digestive de I'in- 
dometacine plus rapide et plus complete que celle 
observee apres adminsitration de la meme dose 
d'indometacine en solution. Apres administration 

15 repetee chez le rat a jeun (5mg kg d'indometacine, 
3 jours de suite), la suspension de nanoparticules 
conduit a une meilleure tolerance digestive, objec- 
tive^ par le nombre des ulcerations et hemorragies, 
que ceile observee apres administration de la 

20 meme dose d'indometacine en solution. 

Administree par voie intraveineuse chez le rat 
(5 mg/kg d'indometacine) la suspension de nano- 
particules conduit a un profil chronologique des 
concentrations plasmatiques d'indometacine met- 

25 tant en evidence, par rapport a I'injection d'in- 
dometacine en solution, une distribution extravas- 
culaire plus importante du principe actif (majoration 
d'un facteur voisin de 2 du volume de distribution 
de I'indometacine), suivie d'une elimination plus 

30 lente (majoration d'un facteur voisin de 2 de la 
demi-vie biologique de Tin dometacine). 



Exemple 6: Preparation de nanoparticules conte- 
35 nant de la doxorubicine (principe actif hydrophile) 

a) On procede comme dans I'exemple 1, mais 
on ajoute 12.5 mg de doxorubicine dans la phase 
aqueuse. Les nanoparticules obtenues ont une 
40 taille moyenne de 288 nm et un indice moyen de 
dispersion de 2. Apres ultracentrifugation et dosage 
de la doxorubicine dans la phase dispersante. la 
quantite de principe actif incorpore dans les nano- 
particules represente 50% de la quantite initiate. 



b) Essai pharmacologique : 

Administree a la dose de 10 mg.kg pendant 
so trois jours chez le rat, la suspension de nanoparti- 
cules de doxorubicine a montre une nette 
amelioration de la toxicite cardiaque du principe 
actif par rapport a son administration en solution, 
resultats comparables a ceux observes par COU- 
55 VREUR et coll. (J. Pharm. Sci„ 71_. p. 790, (1982) 
avec des nanoparticules preparees par po- 
lymerisation d'isobutylcyanoacrylate. 
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10 



Exemple 7 : Fixation d'un principe actif 
{doxorubicins) sur des nanoparticules de polymere. 

On procede comme dans I'exemple 1 . Puis, on 
ajoute a la suspension de nanoparticules de P.L.A., 
concentree sous un volume de 10 ml. 12.5 mg de 
doxorubicin®. Apres 72 h. de contact, la taille 
moyenne des nanoparticules est de 220 nm avec 
un indice moyen de dispersion de 2. Apres ultra- 
centrifugation et dosage de la doxorubicine dans la 
phase dispersante, la quantite de principe actif fixe 
sur les nanoparticules represente 32% de la quan- 
tite initiate. 



Exemple 8: Addition de non-solvant a la phase du 
solvant. 

Oh procede comme dans I'exemple 1, mais le 
polymere est dissous dans un melange 
acetone/eau (90/10, v/v), au lieu d'acetone pure. La 
presence d'une faible proportion de non-solvant du 
polymere dans son solvant, conduit a des nanopar- 
ticules dont la taille moyenne est de 90 nm avec 
un indice moyen de dispersion de 1 ,5. 



Exemple 9: Utilisation de deux phases aqueuses. 

a) D'une part, 625 mg d'un polymere acrylique 
(Eudragit L 100©) sont dissous dans 125 ml d'eau 
purifiee additionnee de 3,45 ml. de soude 0,1 N. 

D'autre part, 625 mg de polymere mixte 
d'oxyde d'ethylene et de propylene glycol. 
(Pluronic F68 ®) sont dissous dans 250 ml d'eau 
purifiee additionnee de 0,85 ml d'acide acetique 
pur. 

La phase aqueuse polymerique basique est 
ajoutee, sous agitation magnetique a la phase 
aqueuse acide. Les nanoparticules d' Eudragit 
L100® se torment immediatement, rendant le mi- 
lieu opalescent. Apres concentration de la sus- 
pension sous pression reduite. la taille moyenne 
des nanoparticules est de 130 nm avec un indice 
moyen de dispersion de 2,3. 



b) Preparation de comprimes. 

La suspension de nanoparticules d'Eudragit L 
100 ® obtenue ci-dessus a ete utilisee pour 
preparer une formulation d'enrobage de comprimes 
par pulverisation. Les comprimes enrobes ont 
montre qu'ils etaient gastro-resistants pendant au 
moins 2 h, a pH acide (milieu gastrique de la 
Pharmacopee US) mais liberaient leur principe actif 
a pH neutre (milieu intestinal de la Pharmacopee 
US). 



Exemple }0 : Utilisation de deux phases organi- 
ques polaires. 

D'une part. 125 mg d'acide poly (d.l) iactique 
5 sont dissous dans 25 mi de ietrahydrofuranne. 

D'autre part. 125 mg de polymere mixte 
d'ethylene et de prooyleneglycol (Pluronic F 68 3») 
sont dissous aans 50 ml d'ethanol absolu. 

La phase polymerique est ajoutee. sous agi- 
10 tation magnetique, a la phase ethanolique. Les 
nanoparticules d'acide poly (d,l) Iactique se tor- 
ment immediatement. rendant le milieu opalescent. 
Apres concentration de la suspension, sous pres- 
sion reduite et a faible temperature, jusqu'a un 
75 volume de 4 ml. suivie d'une filtration sur verre 
fritte (pores 9-15 urn), ia taiile moyenne des nano- 
particules est de 201 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 1,6. 
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Exemple 11_: Utilisation de deux phases organiques 
apolaires. 

a) D'une part, 125 mg de polymere acrylique 
25 (Eudragit L100 ®) sont dissous dans 25 ml de 
chloroforme. 

D'autre part, 0,2 ml de mono-oieeate de sorbi- 
tanne, (SPAN 80 ®, agent de surface non ionique) 
sont dissous dans 50 ml d'heptane. 
30 On ajoute, sous agitation magnetique, la phase 
chloroformique a la phase heptanique. Les nano- 
particules d'Eudragit L100® se forment 
immediatement, rendant le milieu opalescent. 
Apres concentration de la suspension sous un 
35 volume de 30 ml, les nanoparticules ont une taille 
moyenne de 350 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 1. 

40 b) Preparation de comprimes. 

Utilisee dans les m§mes conditions que dans 
I'exemple 9b. la suspension de nanoparticules 
d'Eudragit L100 9 a permis la fabrication, par enro- 
45 bage, de comprimes gastro-resistants. 



Exemple 12 : preparation de nanoparticules de 
lipide. 

50 

D'une part, 125 mg de stearate de glycerol 
sont dissous dans un melange acetone- 
tetrahydrofuranne (90 10. v.v). 

D'autre part, 0.25 ml de mono-oieate de sorbi- 
55 tanne polyoxyethylene (TWEEN 80®. agent de sur- 
face non ionique) sont dissous dans 50 ml d'eau 
purifiee. 

On ajoute, sous agitation magnetique, la phase 



11 



0 275 796 



12 



organique lipidique a !a phase aqueuse. Les nano- 
particules de stearate de glycerol se torment 
immediatement, rendant le milieu opalescent. 

Apres concentration de la suspension sous un 
volume de 10 ml, les nanoparticules ont une taille 
moyenne de 300 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 3. 



Exemple 13 (variante de i'exemple 12) 

D'une part, 125 mg de palmito-stearate de 
glycerol et 0,1 ml de mono-oleate de sorbitanne 
(SPAN 80®) sont dissous dans 50 ml d'ethanol 
absolu. 

D'autre part, 0,1 ml de mono-oleate de sorbi- 
tanne polyoxythylene (TWEEN 80®) sont dissous 
dans 50 ml d'eau purifiee. 

On ajoute, sous agitation magnetique, la phase 
alcoolique lipidique a la phase aqueuse. Les nano- 
particules de palmito-stearate de glycerol se tor- 
ment instantanement, rendant le milieu opalescent. 

Apres concentration de la suspension sous un 
volume de 10 ml, les nanoparticules ont une taille 



a) On procede comme indique dans I'exemple 
1, mais en remplagant le polymere par 25 mg 
d'indometacine. 

Apres concentration de la suspension par 
evaporation du solvant organique, les nanoparti- 
cules d'indometacine ont une taille moyenne de290 
nm et un indice moyen de dispersion de 2. L'exa- 
men en microscopie electronique a transmission 



extravasculaire plus importante du principe actif 
(majoration du volume de distribution), suivie d'une 
elimi nation plus lente (majoration de la demi-vie 
biologique). 



Exemple 15 : Lyophilisation des nanoparticules de 
poiymere 

w On procede comme indique dans I'exemple 1 . 

Apres concentration de la suspension de nanoparti- 
cules de P. LA. jusqu'a un volume de 20 ml. on 
ajoute a celle-ci 200 mg de trehalose, puis on 
lyophilise. 

is Apres dispersion du lyophilisat dans 10 ml 
d'eau purifiee, les nanoparticules ont une taille 
moyenne de 275 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 1,5. 

20 

Exemple 16 : Stabilite des nanoparticules de po- 
lymere en presence de forces ioniques variables. 

On procede comme indique dans I'exemple 1. 
Apres concentration de la suspension de nanoparti- 
cules de P.L.A. jusqu'a un volume de 10 ml. on 
ajoute progressivement a celle-ci des quantites 
croissantes de chlorure de sodium. La suspension 
de nanoparticules est parfaitement stable lorsque la 
concentration en chlorure de sodium correspond a 
I'isotonie avec le sang, et le demeure jusqu'a des 
concentrations en chlorure de sodium superieure a 
3 fois la concentration isotonique. 

35 

Exemple 17 : Preparation de nanoparticules en 
presence d'un sel. 

On procede comme indique dans I'exemple 1 , 
mais la phase aqueuse est additionnee de 90 mg 
de chlorure de sodium. Apres concentration de la 
suspension de nanoparticules jusqu'a un volume 
de 10 ml. correspondant compte tenu du chlorure 
de sodium a I'isotonie avec le sang, les nanoparti- 
cules ont une taille moyenne de 250 nm avec un 
indice moyen de dispersion de 2. 

La suspension demeure stable dans le temps 
et ne presente, apres 12 mois de conservation, ni 
sedimentation irreversible, ni variation de la taille 
des nanoparticules. 

Les nanoparticules obtenues selon I'invention 
peuvent trouver des applications dans de nom- 
breux secteurs techniques. 

En tant que "vecteurs" de medicaments, en 
therapeutique humaine et animale les nanoparti- 
cules permettent d'envisager : 
- d'atteindre de nouveaux sites d'action. en parti- 
culier intraceilulaires, voire intralysosomiaux : 



montre I'aspect spherique et non cristallin des na- 
noparticules d'indometacine. 



b) Essai pharmacologique 

Admistree par voie orale chez le rat a jeun (5 
mgkg) la suspension de nanoparticules d'in- 
dometacine conduit a une absorption plus rapide et 
plus complete que celle observee par administra- 
tion de doses egales d'indometacine en solution. 

Administree par voie intraveineuse chez le rat 
(5 mg kg) la suspension de nanoparticules d'in- 
dometacine conduit a un profil chronologique des 
concentrations plasmatiques d'indometacine met- 
tant en evidence, par rapport a ['injection de doses 
egales d'indometacine en solution, une distribution 



moyenne de 160 nm avec un indice moyen de 25 
dispersion de 2. 



Exemple U : Preparation de nanoparticules d'in- 
dometacine. 



7 



13 



0 275 796 



14 



- d'utiliser de nouvelles voies d'administration pour 
des medicaments connus, en augmentant la stabi- 
lity etou ('absorption des medicaments, ou en per- 
mettant la realisation de formes injectables, par 
voie mtravascuiaire, de medicaments insolubles : 

- de modifier la distribution tissulaire des 
medicaments, par un meilleur ciblage vers les sites 
d'action favorabies et ou un detournement des sites 
d'effets indesirables voire toxiques (amelioration de 
I'index therapeutique). 

En pharrnacie, les dispersions colloTdaies de 
nanoparticules peuvent permettre : 

- de realiser des formes injectables de 
medicaments insolubles, 

- de stabiliser un principe actif medicamenteux, et 

- de realiser des enrobages de formes galeniques 
a partir de dispersions aqueuses de polymeres 
filmogenes. 

Dans le domaine de l'agrochimie les nanoparti- 
cules peuvent veiiiculer des insecticides, des pesti- 
cides etc... Leur taille peut permettre d'envisa ger 
une action plus puissante par une meilleure 
penetration a travers la cuticule. La faible viscosite 
de la dispersion autorise une pulverisation tres 
facile sous forme de gourteleftes de tres petite 
taille, plus efficaces car plus couvrantes. 

Dans le domaine des peintures, vernis, et trai- 
tement des surfaces d'une maniere generate, les 
nanoparticules permettent de vehiculer des pig- 
ments, des reactifs, des decapants etc... sous for- 
me de dispersion aqueuse de tres faible viscosite, 
aises a pulveriser ou a appliquer, et qui peut, si 
necessaire, etre rendue visqueuse, voir adhesive 
(remise en suspension des nanoparticules dans un 
vehicule approprie). La taille reduite des nanoparti- 
cules conduit a une tres grande finesse du depot 
et a une tres grande homogeneite, par exemple de 
pigmentation. 

Les nanoparticules obtenues selon I'invention 
peuvent aussi etre utilisees dans les domaines de 
I'imprimerie et de la reprographie, du traitement de 
surface des textiles et fibres, de la photographie, 
de la lubrification, etc... 



Revendications 

1. Precede de preparation de systemes col- 
loVdaux dispersibles d'une substance, sous forme 
de particules spheriques de type matriciel et de 
taille inferieure a 500 nm (nanoparticules), ca- 
racterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constituee 
essentiellement par une solution de la substance 
dans un solvant ou dans un melange de soivants, 
et pouvant etre additionnee d'un ou du plusieurs 
surfactifs, 



(2) on prepare une seconde phase liquide 
constituee essentiellement par un non-solvant ou 
un melange de non-solvants de la substance et 
pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs sur- 

5 factifs, le non-solvant ou le melange de non-sol- 
vants de la substance etant miscible en toutes 
proportions au solvant ou melange de soivants de 
la substance, 

(3) on ajoute, sous agitation moderee, i'une 
io des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) a 

I'autre, de maniere a obtenir pratiquement mstan- 
tanement une suspension coiloTdale de nanoparti- 
cules de la substance, et 

(4) si Ton desire, on elimine tout ou partie du 
15 solvant ou du melange de soivants de la substance 

et du non-solvant ou du melange de non-solvants 
de la substance, de maniere a obtenir une sus- 
pension coilo'idale de concentration vouiue en na- 
noparticules ou a obtenir une poudre de nanoparti- 
20 cules. 

2. Precede selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que I'on ajoute dans I'etape (3) la phase 
liquide obtenue dans I'etape (1) a la phase liquide 
obtenue dans I'etape (2). 
25 3. Precede selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2, caracterise en ce que I'on ajoute au 
solvant, dans I'etape (1), une faible proportion de 
non-solvant. 

4. Precede selon I'une quelconque des reven- 
30 dications 1 a 3, caracterise en ce que le(s) 

surfactif(s) sont presents en une proportionde 0,1 a 
10% en poids de la suspension coilo'idale obtenue 
dans I'etape (3). 

5. Precede selon la revendication 4, caracterise 
35 en ce que le(s) surfactif(s) sont presents en une 

proportion de 0,2 a 2% en poids. 

6. Precede selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 5, caracterise en ce que la substance 
est un polymere. 

40 7. Precede selon la revendication 6, caracterise 
en ce que la concentration du polymere dans le 
solvant ou le melange de soivants est comprise 
entre 0.1 et 10% en poids. 

8. Precede selon la revendication 7. caracterise 
45 en ce que la concentration du polymere est com- 
prise entre 0,2 et 2% en poids. 

9. Precede selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 5, caracterise en ce que la substance 
est une substance biologiquement active. 

so 10. Precede selon I'une quelconque des reven- 
dications 6 a 8, caracterise en ce que la substance 
comprend un polymere et une substance biologi- 
quement active. 

11. Precede selon I'une quelconque des reven- 

55 dications 6 a 8. caracterise en ce qu'une seconde 
substance est fixee sur les nanoparticules de po- 
lymere deja formees dans I'etape (3). 
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12. Procede selon la revendication 11. ca- 
racterise en ce que la seconde substance est une 
substance biologiquement active. 

13. Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 5. caracterise en ce que la substance 5 
est un corps gras. 

14. Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 13. caracterise en ce que dans 
I'etape (4) la totalite des solvants et des non- 
solvants est eliminee par lyophilisation. ;o 

15. Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 14, caracterise en ce que les nano- 
particules ont une taille d'environ 200 nm. 
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